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急 性 白 血 病細 胞 の 細 胞 周期 を解 析す る た め に , ビ リ ミ ジ ン の 同族 体 で あ る プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン
(bro m ode o xyu ridin e, Brd U) と そ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (m o n o clo n ala ntibody, M oAb)を用い て ! フ ロ ー サイ ト メ ト1) -
(no w cyto m etry, F C M) 法 に より検討を行 っ た . 細胞増殖動態 の 指標 と して , 白血病細胞 の S 期比率を表す Brd U標織率
(Brd U-1abelinginde x, Brd U-LI), D N A合成時間(du ratio nofsynthetic phas e, Ts) お よ び理論的倍加時間 botentialdoubling
tim e, Tpot) を選ん だ. 対象 は, 本研 究の 趣旨に同意の 得 ら れ た 急性白血病患者25例 で ある. 患者の 末梢血 お よ び骨髄液 より
直ち に白血病細胞を分離 し, 10/Jm Ol/1の BrdU を含む培養液内で30分間お よ び180分間培善 し Brd Uを取り込ませ , そ れ ぞ れ
を Brd U-LI･ 1 と BrdUNLI･ 2 とした . その 衡 蛍光イ ソ ナ オ シ ア ネ ー ト標識 マ ウ ス 抗 Brd U IgG抗体 と プ ロ ビ デ イ ウ ム アイ オ
ダ イ ドに て 染色 し, フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用い て Brd U標識細胞 と , そ の D N A量の 分布を同時 に測定 し た . さ ら に ,
Brd U-Ll･ 1 と Brd U-LI･ 2 を プロ ッ ト し, 回帰 直線を求め , Ts お よ び Tpot を算出 し た. 末樹血 と骨髄液 の 両者で同時 に
Brd U-LIを測定で きた15例 に つ い て , 各細胞周期 パ ラ メ ー タ ー を比較す る と, Brd U-I.I ･ 1, Brd U-LI･ 2 お よ び Tpot に統計学
的に有意な差を認 め , 骨髄 中の 細胞 の 方が 末梢血 中の 細胞 に比 べ て増殖能が商い こ と が 明らか に な っ た . 末梢 血と骨髄液 で の
各細胞周期 パ ラメ ー タ ー の 相関 を検討 し た と こ ろ , Brd U-LI･ 1 につ い て は両者に相関を認め た が , Brd U-LI･ 2, Ts お よ び
TDotに つ い て は相関は み られ な か っ た . 末治療急性非 リ ン パ 性白血病(a ctle n O n-1ympho cyticle uke mia, A N LI) フ ラ ン ス
ー ア
メ リ カ ー イ ギ リ ス 分類 M 2の 患 者でJapa nA dult LeukemiaStudy Gr o up O■AI.S G) によ る成人急性骨髄性白血病治療プロ トコ ー
ル UA 15 G A M IJ92 プロ ト コ ー ル) に従 っ て 初回寛解導入療法を受け た 9例 に つ い て , 治療効果と各種細胞周期 パ ラ メ ー タ ー
に つ い て検討 した . 完全寛解 (c o mplete remissio n, C R)を得 た症例 は, Ts お よ び Tpot が マ イ ナ ス値を示す例 と , Ts お よ び
Tpot が 中央値 より小さな値 を示す例であ っ た . C R群 と非寛解群 の 間 に は, Ts お よ び Tpot に有 意な差を認め た . し か し
Brd U-u ･ 1, Brd U-I,I ･ 2 に は 有意な差を認めなか っ た . 末治療 ANLLでJAL S G A M し92プ ロ トコ ー ル に従 っ て 寛解導入療法
と地固め療法を受けた1 2例を Tpot の中央値で 2群 に分けて , カ プ ラ ン ー マ イヤ ー (Kapla n-M eie r) 法で 無病生存率(dis e a se
fre e su rviv al, D FS)お よび 全生 存率(o v e rallsu rvival, O AS)の 解析を行うと , Tbot の中央値より短 い 群 で D FS, O AS ともに
長い 傾向を認め た . 今回の 研 究 に より, 急性白血 病 にお ける細胞増殖動態 の 解析 に は, 骨髄液か ら得 ら れ た検体を使用すべ き
と考え られ た . ま た白血 病細胞の 増殖動態 は S 期細胞 の 割合 の み で は判断できず, Ts およ び Tpot を 算出す る こ とが 必要であ
る こ と が 明 らか と な っ た . さ ら に こ れ らの パ ラ メ ー タ ー を用い る こ と に より , 疾患 の 予後 をより正確 に予想し得 る可 能性が示
唆 され た .
Key w o rds br o m ode o xyuridin e, C ellcycle, nO W CytO m etry,Sphase,pOtential do ublingtim e
近年血 液悪性疾患 の 治療成績は新 し い 抗腫瘍剤を組 み込 ん だ
多剤併用化学療法の 発展 によ り飛躍的 に向上 し, 艮期生 存 ひ い
て は 治癒も期待できる よ う にな っ た . 抗腫瘍剤 の多く は増殖相
にある細胞 に作用 し て 効果 を発揮す る た め
1)
, 腫瘍 細胞の 増殖
動態を知る こ と は 治療計画を立て る上 で極 め て 重要である . オ
ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ ー の 普 及 に よ り , トリ チ ウ ム チ ミ ジ ン
(tritiatedthymidin e,
:一
H T d R)を利用 して , 白血 病細胞に お ける
細胞動態 の 解析が行 わ れ る よ う に な っ た2). しか し こ の 方法 で
は解析 に長時間 を要す る 上 に 放射性同位元素を用 い る た め ,
様々 な 制約が あり , 臨床 に応用す る こ とは 困牡であ っ た .
13
ブ ロ モ デ オ キ シ ウ .) ジン (br o m ode o xyu ridin e, Brd U) は ビ
リ ミ ヂ ン の 同族体で , チ ミ ジ ン の メ チ ル 基を臭素 に置換 し た物
質である . Brd Uを含 む溶液で細胞 を培養する と D N A合成 の
た め に チ ミ ジ ン に替わり Brd U が核内 に取F)込まれ る . 1981年,
Gr atz n e rら
:刷 に よ り Brd U に対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
(m o n o clo n al antibody, MoAb) が 開発 さ れ た た め , S 期 に存在
す る細胞を容易 に同定で きる よう にな っ た .
近 年細胞周期 お よ び増殖 に関す る研究が進み , 新 しく増殖細
胞膜抗原(pr olife rating c elln u cle a r a ntige n, P C N A)
5卜 7や , Ki-
67抗 原8卜12)な どの 内因性細胞増殖 マ ー カ ー に対す る MoA b が開
平成8年11月28日受付, 平成 9年1月 9日受理
Abbreviatio n s:A C R
,
a Cla rubicin;A L L, a C utelym Phocyticleuke mia;A N L L, a C ute n O n-けm pho cydcleuke mia;Ar a-C,
CytOSin e ar abin o side; 肌 , adult
′
rc ellleukemia;A T R A, all-tr
,a n S r etin oic acid;B H A C,behe n oylcytosin e ar abin o $ide;
B M
, bo n e m arro w;Brd U, br o m ode oxyuri din e;Brd U-u, Brd U-1Abelingin dex;C R, C O mplete remission;C V, C O e飽cie nt
Ofv ariation;D FS, dise as e血
･
e e S u rvival;D N R, dau n o rubicin;F A B, Fr en ch Am eric anpBritish;F B S, 鎚tal bo vin e s e ru m;
14
発され , 臨床応用が行 わ れ て い る. しか し, こ れ ら の 内因性増
殖マ ー カ ー と D N A合成 との 間には , 関連性 はあ る もの の , 基
本的に は 両者は興 る現象であり, 前者 は増殖能 と は 無関係な条
件下 でも発現 が左右され る可能性 がある . 一 方, Brd U を取り
込 ん だ細胞 は D N A合成を行 っ て い る細胞その もの で あ る と考
え て さ し つ か え なく , し た が っ て こ れ を観察する こ と に よ り,
より詳細な解析が 可 能 とな ると 考え られ る .
Brd Uとそ の MoA b を用い て行う細胞増殖動態 の 解析方法 と
して は , 免疫組織学的方法13)と 蛍光抗体法 に よ る フ ロ ー サ イ ト
メ ト1) - (flo w cyto m etry, F C M) 法
1 4)とが あ る. 後者 は 一 度に
大量の 細胞 に つ い て 迅速 に処理, 解析が 可 能で あり, 白血 病細
胞の よう に血液中 に遊離 した状態 で充分な細胞数 が得 ら れ る 場
合に は 極め て有用な方法 と考えら れ る . さ ら に, 検体 と して 末
梢血中 の白血病細胞を周 い る こ とに よ り解析 が可能で あれば,
より容易 に, 患者 の 負担も少なく検討 できる . そ こで 本研究で
は, 末梢血 中お よ び 骨髄液中の 白血病細胞 の 増殖動態の 遠 い を
比較検討す る目的 で , 急性白血病患者の 末梢血お よ び骨髄か ら
採取 した 細胞を, 生 体外で Brd Uを用 い て標識 し た後, D N A
に 入り込 んだ Brd Uをこ れ と特異的に結合す る蛍光イ ソ テ オ シ
Tablel. Patie ntcha racteristics
ア ネ ー ト 標 識 マ ウ ス 抗 Brd U IgG 抗 体 〔fluo r e s c ein
is oth io cy an ate(Frr C)- C O njugatedanti-Brd Um o u s eIgG〕 を用い
て染色 し, F C Mを利用 して 細胞動態を解析 した . ま た 適当 な
Brd U標識時間を 2点選択す る こ と に よ り , D N A合成時間
(du r atio n of synthetic pha s e, Ts) お よ び 理論的倍加時間
bote ntial doublingtim e, Tpot) を算定 した . さ ら に得 ら れ た結
果と治療効果と の 関連性 に つ い て も検討を加えた .
対象お よび方法
Ⅰ. 対 象
1. Brd U に よ る標識率 を測定 した 症例
急性白血病患者25例を対象と して , Brd Uの 標識率を求め た .
年齢 は16歳 か ら79歳で , 男性12例 , 女性13例 で ある . 病型は 急
性リ ン パ 性白血病(a cutelympho cyticle uke mia, A LI) フ ラ ン ス
ー ア メ リ カ ー イ ギ リ ス (Fre n cb- Ame ric a n-British, F AB) 分類
L2 1例, 成人 丁 細胞性白血病(adult
′
トc ell le uke mia, A TI) 1
例 , 急 性非 1) ン パ 性白血病 (a c ute n o n-1ym pho cyticle uke mia,
A N LI) の うち F A B分類 M O2例 , M1 3例, M 2 10例, M 3 5
例, M 4 1例, A N L L M2 再発 1例, 多発性骨髄腫治療後 の 二
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M 16 A N L M I
M 29 AN LL MI
M 52 ANL LM 2
M 58 A NL L M 2
F 61 AN L L M 2
F 37 A N L LM2
F 52 A N L M 2
M 40 A NL LM 2
F 79 A NLL M 2
F 3 4 A N L L M2
M 63 A N L L M 2
F 57 ANL L M 2
F 59 A N L L M 3
M 58 A N L L M3
F 30 A N L L M3
F 68 AN LL M 3
F 51 ANL L M 3
M 58 A N L LM 4
B MP B
B M P B
B M P B
B M




B M P B
B M











B M P B
B M
F 6 2 ANLL M 2, relaps e BM P B




























































































































































2 5 7 2
L2, MO, Ml, M2, M3and M4 a∫eFre n ch-A m eric an- British classific ation ofac utele uke mia･ A L L, aC utelympho cyticle uke mia;
ANL L, a Cut enOn-1ympho cyticleuke mia;-AT L, adultT -Ce11 1e uke mia;B M, bo n em arrow ;F,fe m ale;L D Il,1actatedehydrogen as e
; M, male;P B,Peripheral blo od;
-
, u nko w n･
F C M, flo w cyto m etry;Frr C, flu or es cein is oth io cya n ate;
3Hノr d R, tritiated thymidin e;IL lβ,interleukin-1β;JAI･S G,
JapanA dult Leuke mia Study Gro up;I D H, 1a ctate dehydr ogen ase;M rr, mito x antrO n e; M oAb, m O n O Clonala ntibody;
6 M P, 6- m erCaPtOPurin e;N C R, n O n C O mplete r e mis sio n; O A S, O V e ral1survival;P B, periphe ral blo od;P B S, pho sphate
-
buffereds alin e;PI, p rOpidiu miodide;Tpot, POtentialdo ubling也m e;Ts, dur atio n ofsyntheticpha se;■V P-16, etOPO Side
急性自血柄細胞 の 細胞周期
次性急性骨髄性白血病(se c o nda ryle uke mia) 1 例(表1)で あ
る .
2 . Brd U によ る標識率を末梢 血 お よ び骨髄液の 両者 で測定
した症例
Brd U によ る標識率を測定 した25例中, 末梢血中お よ び骨髄
液中の 両者の 細胞で Brd Uの 標識寧を同時に測定 できた症例 は
15例 であ っ た . 内訳 は, ALL L21例 , ATL l例, A NLLMO l
例, M 1 3例, M 2 5例, M3 2例 , M2再発1例で あ っ た(表 1).
3 . 細胞動態の パ ラ メ ー タ ー を解析 した症例
未治療 の A N L L 20例 に つ い て Ts お よ び Tpot の算定を行 っ
た . 内訳 は, A N LL M O 2イ礼 A N L L M 1 3例, A N LL M 2 10例
お よ び A N LL M 3 5例 で あ っ た (表2).
.11. 方 法
1 . 白血病細胞 へ の Brd Uの 取り込 み
患者お よ び そ の 家族 に本研究の 趣旨お よ び 目的を十分説明 し
了解 を得 た上 で検体の 採取を行 っ た . 末梢血 ｢Pか らの 検体 は ,
ヘ パ リ ン 1ml を加えた注射器 に, 末梢血 を 19ml を採取 して 得
た. 骨髄か ら の 検 体は , 200単位/ml の ヘ パ リ ン 加生理食塩水
を5ml加え た注射器 に, 骨髄液 2ml を採取 して得 た.
2 . Brd U/D N A 二重染色
F CM に よ る白 血 病細胞 の 細胞周期 の 解析 が可能 かを検討す
るた め , 細胞処理 法を Dolbe a reら15)16)お よ び 神野17)の 方法をも
と に A N L L M 3の 培養株であ る H L60を用い て 予備実験を行い ,
こ の 結 果をもと に以 下 の 手順 で採取 した 細胞を処理した .
1) 細胞の 分離
採取し た検体 か ら , 1) ン ホ プ レ ッ プ (Nyc o m ed P har m aAs,
15
Oslo, No r w ay) を用 い て直ち に単核球分画を分離 し, 得ら れ た
単核球 を リ ン 酸綬衛生理食塩水(pha sphate-buffe red s alin e,
P B S) bH 7.30､ 7.65) に て 3 回洗浄 した . 洗浄後 トリ バ ン プ ル
ー (trypa nblu e, 和 光純薬工業, 大阪) を用 い て単傾球 の 生 存皮
(viability) を確認 した . ま た洗浄後の 単核球 の サ イ トス ピ ン 標
本を作り, ギ ム ザ染色を施 し白血病細胞の割合を求め た .
2) 白血病細胞 へ の Brd Uの 取り込み
洗浄 し た 単核球を直ち に1 0 %ウ シ 胎児血清(fetal bo vin e
S e r u m, F B S) (Gibco B RL, Ne w Yo rk, U S A)加 R P M I培地
1640(Gibc o)に 浮遊させ た . 細胞 の 過度 は 106 個/ml に調整 し,
1 個 の 培養答辞に細胞浮遊液を1 0ml 用意し た . こ れ に最終
濃度が 1 0pm ol/1 と な る よう に Brd U(和光純薬工 業) を加え
た
18) 2{り
. Brd Uを取り込 ん だ細胞 は紫外線 に対す る感受性が高
くなる た め , 培養中に 紫外線に より 死細胞 が増加する の を防ぐ
目的 で, 培 蓉容器 を ア ル ミ ホ イ ル で 被 い , 3 7℃, 5 % C O2 の
条件下 で Bl･d U を取り込ませ た . 各細胞周期 にあ る細胞の 割合
を算定する た め に は Brd Uの 取り込み時間が で き るだ け 短い こ
と 〔パ ル ス ラ ベ 1) ン グ buls elabeling)〕 が望ま し い . こ れ まで
Brd Uの 取り込み は, 細胞 と Brd Uと の 接 触3 分後か ら 認め ら
れ る と報告 さ れ て い る15}. 今回は 壌も頻用 さ れ て い る パ ル ス ラ
ベ リ ン グ時 間を選択 し, Brd U を30分間取り込ませ た . こ の 時
の 標識率を標識準 ･ 1(Brd u labelinginde x ･ 1, Brd U-LI･ 1)と
し た . こ れ まで の 報 告 に よ れ ば, 白血 病細胞 の G 2期 は ほ ほ
180分と さ れ て い る
21)
, D N A合成期時間を算定す る た め に は,
Brd U に よ る標識率 の 増加が Brd Uの 取り込み時間の 増加と 正
の 相 関を して い る必要があ る. し た が っ て 標識細胞が M 期 に
Table2. T he c elleyclekin eticpara m et r sof le ukemic c ellsinbo nemarow inde n o vo A N L Lpatients
P豊t Diagnosis Brd7孟

























A N L L M O
A N L L M O
A N L L M I
A N L L M I
A N L L M I
A N L L M 2
A N L L M 2
A N L L M 2
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MO, M l, M2, and M3 ar eFre n ch- Am eric an-British clas sificatio n ofa cute le uke mia. A N L L, a Cute n Cn-
1ympho cyticleuke mia;B M,bo n e m alT O W;BrdU,br o m ode o xyuridin e;BrdtトLI, Brd U-1abelinginde x; P B,
Peripheralblo od;Tpot,POtentialdo ublingtl m e;Ts,dur atio n ofsyn theticphas e;
-
, n Ot teSted･
BrdU-L I･ 1 w as m e asu redby flo w cyto m etry uslng a nti-BrdU m o n o clon al antibody andpropidiu miodide
afterinc ubatio n ofleuke mic ce11sfor30 min utes withRPMI164 0m ediu m,fttalbo vine seru m andBrdU.
Brd U-L I･ 2 w as m e as u red aft rin cubatio nfor180min utes. Ts and Tpot w as estim at edbythe regressio n
line obtain edby plottinge ach of bothv alu es;Brd U-L I
･ 1 and BrdU- L I･ 2.
16
0 `0 1ユ0 180
LabeIingtimモ(min)
Fig. 1. m e r elatio n shipbetw e e nBrd U-LIa nd labelingtim e.
m e du r atio n of Ts c anbe e stim ated かo m the regre sio nline
Obtain ed by plotting Brd U-LI
･ 1 a nd BrdU-LI･ 2 again st
labeling tim e. T he slope of th is r egr e s sio nlin eindic ate sthe
rate ofc ells e nte ringinto synthetic(S)phase pe rho u r.
移行 し な い よ うに 持続標識時間は1 80分と し, これ を標識率 ･ 2
(Brd ひ u･ 2)と し た .
3) 細胞の 固定 ･ 保 存
培養時間終了後, 細胞を直ち に P B S で 3回洗浄 し, そ の 後
あら か じめ - 20℃ に冷 して お い た70 %エ タ ノ ー ル を撹拝 しなが
ら 加え, - 20℃ で 少 なく と も 2 時間以 上固定 し, Brd U/D N A
染色 ま で - 2 0℃の ままで保存 した .
4) D N A変性(de n atu r atio n)
固定 した 細胞 を P B S で 2回洗浄 した 後, 2 N H Cl を増枠 しな
が ら漆加 し, 20℃で20分間作用 させ た
1 柑)22)
.
こ の 処理 に より ,
二 重鎖 D N Aの 一 部が 単鎖 D N A に変性 し, D N Aの 中に取り込
まれ て い る Brd U が露出 し, 抗 Brd U MoA bが結合 しや すくな
る. 次 の 段 階の 抗原抗体反応 は核内の pH が中性 に近い こ と が
望ま しい た め , 塩酸を中和す る目的で , 0.1 M無 水 ホ ウ酸 ナ ト
Re missioninduction che m othe r ap yprotoc ol
R曙im en･A Days





6 M II 7 0mg/m
ユ
Regim e mI‡
B ⅡA C 2 00m g/m
ユ
V P･1` 1 00m 釘m
ユ
D N R 40m 釘血ユ

























































































































Co n s olidatio n che m othe r ap y proto c ol
1coⅦr S e Days
M IT 7m 釘m
ユ
3 0mimiv
ArかC 2 00m g/m
ユ
2 4 briY
2 co 廿r Se
B H A C 2 00m g/m
2
V P･1` 10 0m g/m
ユ
D N R 4 0mg/m
ユ
` M P 7 0m g/m
ヱ
3course
野H AC 200 mg/m
ユ



































































































Fig.2. Jap an A dult Leukemia Study Gr oup UA u G) A M I:92proto c ol. Fo rindu cing r e missio n, the patie nts who had A NL Lexc eptfo r
A N LL M 3we re r ando miz edtotre atwi thre mis sio nindu ctio n che m other apy r egim e nA o rB of theJAI.S G A M IJ9 2pr otocol. If the B M
didn otbe c o me hypoplastic and had le uke mic cells m o r etha n15 %o ndaylO in regim e nA or o nday7 in r egim e nB, patie nts w e re
s cheduled to u ndergo additio n al che m othe rap yfbr 2 0 r3 days a c c ordingto e ach ofr egim e n s･ ¶l epatie nts wi10had A N uノ M 3w e re
tre ateda sfo 1lo w;∬r R A 45m g/m
2/daygiv e n o ral1yu ntil disap pe ar an C e Ofle uke mic c ellsin B M, Whe ntheirle uko cyte c o u nts w er e u nde r
3000/FLlatthe startOf ther apy, and A T R A wi ths am edo sage c o mbin ed wi th D N R 40mg/m
2/dayfo rthre edays(30min ute sinfusio n) and
B H A C 2 00mg/m
2/day for5 days(3 ho u rinfusio n)w asgiv en, Whe ntheirle uko cyte cou nts w er e o v e r3000/iLl･ Atotalc o u ntofle uke mic
c ells re a ched m o r ethan 1000/pl in pe riphe r al blo od du ring the tre atm e nt withA T R A, they w e re s cheduled fo r re c eiving D N R 40
mg/m
2/dayfo rthr eedays plu sB H A C 200m g/m
2
/day for航ve daysin additio nto A T R A･ A 鮎r C Rw as obtain ed, thr e e c o u r se s of
c o n solidatio n che m othe rapyw e regiv en a cc o rdingto theproto c ol. C Rwasdefineda sthe redu ctio n ofle uke mic c ellstole s sthan 5 %a nd
r e co v e rY Ofn o rmal he m atopoie sis. A C R, aCla rubicin;AraC, CytO Sin e aral)in o side;A T R A;al1
itr an S retin oic acid;B H A C,behe n oylcyto sine
arabin o side;D N R,dau n o rubicin;iv,intrave n o usirjectio n;6M P,6- m er C aPtOpu rin e;M rr, mito x aqtro n e; pO ,per O ral;V F 16, etOpO Side･
急性白血病細胞 の 細胞周期
リ ウム (0.1 M Na2B407)bH 8.5)を10分間作用さ せ だ
}`)
.
5) 抗Brd Uモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よ る 染色
0.5 %ツ イ
ー ン Crw e e n)20(Sigm aC he mic al Co. , St. Lo uis,
U SA) 加P B S にウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (D A K O, Glo str up,
De n m a rk) 濃度 が0.5 % にな る よ う に 調整 し た溶液を用意 し,
PB S で 2回洗浄 した 細胞を こ の 溶液内に 1 ×106 個/50/∠1 の 過
度と なる よう に 懸濁 させ た. こ の 処置 に より非特異的抗体の 結
合を防止 した . こ の 細胞浮遊液 に蛍光 イ ソ チ オ シア ネ ー ト標識
マ ウス 抗 Brd U IgG 抗体 (Be cto n Dickin s o nIm m u n o cyto m etry
Syste ms , SanJo s e, U S A)を細胞1 ×10
6 個 あたり 20/上1加え撹
拝 し た後, 室温 暗室で3 0分間作用 さ せ た23). 陰性 コ ン ト ロ ー ル





























抗 Brd U抗体 に代 わり蛍光イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 標識 マ ウ ス
IgGl 抗体(F rr C- O njugated m o u seIgG l) (D A K O)を細胞1 ×
10
ti個あた り 10/ノ1加え増枠 した後 , 室 温暗室 で30分間作用 させ
たもの を用意 した .
6) プ ロ ビデ イ ウム ア イ オ ダイ ドbropidiu m iodide, PI) に
よ るD N A染色
P B S で 3回洗浄 した後, 1500 U/ml の R N A分解酵素(Sigm a
C he mical Co.) を加え, 37℃暗所で3 0分間反応 させ , R N Aの 消
化を行 っ た . P B S で 3回洗 浄 し , 5FLg/ml の PI(Sigm a
C he mic al Co.) を室温暗所で30分間反応 させ て , 二 重鎖部分の
D N A染色を行 っ た
23)2J)
. 染色後 P B S で 2回洗浄 した後 40pm












0 100 200 0 100 200 0川0 ユ00 0 100 ヱ00
D N A(:Ontent
(r elatiY ePI inten sity)
Fig. 3. Brd U/D N A biv aratedistributio n s of H L60cells. (朗H L60c ells puls e-1abeled with Brd U fo r30min ute s. (B)HIJ60e ellslabeled
With Brd U fo r180min ute s. (C)H L60c ellsin cubated fo r9 ho u rs afterpulse-1abeledwith Brd U fo r30min ute s. (D)H L60c ellsin c ubated
fo r24 ho u rs afte rpuls e-1abeled with Brd U fo r30min ute s. In (A)H L 60c ells w e reinc ubated fo r30min ute sin R P M lm ediu m 1640
C O ntaining Brd Uwith lO % F BS. In (B)in c ubated for180min ute s. In (C)a nd(D)H L 60c ells w er ein c ubated fo r30min ute s, W a Shed,
in cubated in Brd U一打e e m ediu m, a nd ha rv e Sted afte rinte rv als e a ch of 9a nd 24 ho u rs.
r
rhein stru m e ntalgain fo rgr e e n机10 re S ee n ee
(Brd Ur elativ einte n sity) m e a su re m e ntis the s a m ein allpa n elsin this 丘gu re. In(刃all Spha s eBrd U labeledc ells a reinthe middle of
theinte rv al betw e e nG O/G land G 2/M . In (B)al1 1abeled c ells a rein the middle, altho ughm e a ngre e nflu o r es c e n c e of(B)is abo ut2
tim e shighertha n(A). In (C), Withr espe ct to the cytogra m of(A), Brd U labeled c ells have m o v edthr o ugh the S pha se(their m e an
distributio nis shiftedto w a rd G 2/M). In (D)Brd U labeled c ells a rein the middle again , and distributio n shape of Brd U labeled c ells
re s e mble sthatof仏), althoughm e an gre en fluor esc ence of(D)ishalfof(B).
Table3. Co mparis on ofthe ce11cyclekineticparam eters ofle ukemic c ellsbet weenP Band BM






PI∋ 2.3 3±2.63 3.66±5.73 53.1 ± 1 24 3110±7840
B M 4.41±3.03* 8.29 士5 .69† 6.00±8.65 147土15 0*
ANL L, a Cute n On-1ympho cyticle uke mia; B M,bo n e m ar r O W; Brd U, br o m odeo xyuridin e; BrdU-L I, Brd U-
1abelinginde x;PB, peripheral blo od;Tpot,POte ntial do ub lingtl m e;Ts,du ratio n ofsynthetic phas e. Ea ch
V alu e r eprese nts言 ± SD.
T he le uke mic c ells w ere ob tainedfro m P BandBM sim ulta n e ou slyinfifteenA N Lpatients.
*
p<0.05v ers usPB by Wilc o x o n sign ed-rank test. †p<0.01 v ers usPB byWilc o x o n sign ed-r ank test･
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3. F C M に よ る Brd U標識率 の 測定 お よ び細胞周期解析
測定装置 は E PICS-ⅩL シ ス テ ム (Co ulter Electr onicsInc. ,
Hiale ah, U S A) を用い た . FI TC と PI は とも に ア ル ゴ ン イ オ ン
レ ー ザ ー 48 8n m で励 起 され る. 520n m バ ン ド パ ス フ ィ ル タ ー
に て FI T Cの 蛍 光量を測定 し Brd U量 と し て 求め , 同時 に
62 0n m ロ ン グ パ ス フ ィ ル タ ー に て PIの 蛍光量を測定 し D N A
量と して 求め た (tw o c ol r a n alysis). - 検体 に つ き 2 ×104 個
以 上 の 細胞を解析 した . なお , あら か じめ 標準粒子 に て , 変動
係数(co efBcie nt ofv ariatio n, C V) 侶が3.0 以 下 に な る ように 調
整 した . 解 析か ら破砕細胞 (c e11 debris) や 二 重, 三 重連結細胞
(do ublets, triplets) を除去する た め に , 最も適切 な範囲で ゲ ー
ト設定を行 っ た .
4 . Ts お よ び Tpotの 計算
Brdロ に よ る 標識 の 間 , 白血 病細胞 の 数が 一 定 で ある こ と ,
増殖相 にあ る細胞 は同期 して い な い こと , お よ び, 増 殖相 にあ
る 各 々 の 白血病細胞 の 細胞周期の 長 さ に差が な い こ と , の 三 点
を仮定す る こ と に より, D N A合成時間 を次 の 式で 求 め だ 5)26)
Ts(bり = u/R こ こ で LI は Brd U標識直後(0時間)の 標識率を
表 し, R は単位時間当 たり に D N A合成期 に移入す る細胞 の 割
合(%) を示 して い る . しか し, 実際上 は 0時間の Brd U-LIを
測定す る こ と は不可能 である た め , Brd U-LI･ 1 お よ び Brd U-
LI･ 2 を プロ ッ トす る こ と に よ り, 回帰直線 (r egre s sio nlin e)
を求め ,
′
指 を算定 した . T匝tは以下 の 式に より求め た (図1)珊 怨)
Tpot(br)= 汀s/Brd ローu ･ 1)×100
5 . 末梢血 中お よび 骨髄液中の白血病細胞 の 細胞周期 パ ラ メ
ー タ ー の 比較
末梢血中 の 白血病細胞と骨髄液中の 白血病細胞 の 細胞周期 の
各パ ラ メ ー タ ー と Ts お よ び Tpot に つ い て , ウ イ ル コ ク ソ ン 符
号付順位和検定(W ilc o x o n sign ed-ra nkstest) にて 比較 した .
6 . 細胞周期 パ ラ メ ー タ ー と化学療法の 効果 と の 関係
Japa nAd ult Leuke miaStudy Gro up UA u G) に よ る成人急性
骨髄性白血病治療 プ ロ ト コ ー ル UA L S G A M I:92 プロ ト コ ー ル)
(図2) に従 っ て 治療を受けた未治療 A N LL M 2の 患者 9 人に つ

























L I･1 LI･2 LI･1 L I･ヱ L I･1 LI･2 Ⅰ.Ⅰ･1 l一Ⅰ-2
A N L L M O A N L L M I A N L L M 2 A NL L M 3
Fig. 4. Relatio n shipbetw e e nF A Bcla ssiBc atio n and Brd U-LIs
Of B M leuke mic c ell$(divi ded into tw ogro11pS:●, C O mplete
remissio n;○, n O n C O mplete r emissio n).
係に つ い て マ ン ー ホイ ッ ト ニ 検定 (M a n n- Wh itn ey Ute st)で 比
較 した . JAI.S G A M L 92 プロ ト コ ー ル に従 っ て 治療 を受けた末
治療 ANLLの 患者12 人 につ い て初 回寵解導入療法の 効果 を, Ts
お よ び Tpot の中央値 で 2 群 に別けて無病生存率 (dis e a se血･e e
Su rviv al, D FS) お よ び 全生存率 (0Veralls u rvival, OAS)をカ プ
ラ ンー マ イ ヤ ー (Kapla n- M eie r)法で求 め ロ グ ー ラ ン ク 検定
00g-r ankte $t)で 比較 し た.
成 績
T . Brd U/D N A二 重 染色 の染色 パ タ ー ン
白 血病荊掴包の 増殖動態 の 解析 に先立ち, A N L L M 3の 培 養株
であ る H L6 0 を用い て Brd U/D N A 二重染色 の 染色性 に つ い て
検討 した . X 軸 に相対的 D N A量を, Y 軸 に Brd Uの 相対的蛍
光量を とり, ヒ ス ト グ ラ ム を作成 し た, Brd U陽性細胞 は ｢ 逆
U字型｣14)ある い は ｢ 馬蹄形｣
1～l)と表現 さ れ る よ うな分布を示 し,
BrdU 蛍光量 は D N A合成中期 で貴大であ っ た . ま た標 識細胞
と, G O期 + G l期 に ある細胞 お よ び G 2期 +M 期 にある 細胞と
を明確 に区別す る こ と が 可能であ っ た . ま た D N A量は S 期と
同等な が ら Brd Uに よ り標識 さ れ な い 細 胞 (quie s c e nt, S O
c ells)2印の 区別も容易であ っ た .
Brd Uを30分間取り込ませ て 標識 した: H L6 0細胞 の Brd U-
L ト 1 は9.3 %, 3 時 間取り込ませ て 標識 し た H L6 0細胞 の
Brd U L 卜 2 は22.7 % であ っ た . 両者の 億か ら得 られ た Ts は2.1
時間, Tbot は22.4時間で あ っ た . H L60細胞を Brd U で30分間
パ ル ス ラ ベ リ ン グ し, P B S で 3回洗浄 した 後, 再 び Brd Uを含
まな い1 0 % F B S加 R P M I培地164 0内 に 再浮遊 さ せ , 3 7 ℃,
5 % C O2 で24時間培養 した 後, Brd U/D N A二 重染色を施す と,
各細胞周期 の 分布 が30分 パ ル ス ラ ベ リ ン グ した と きと 類似 して
い た . こ の こ と か ら増殖相 に 入 っ て い る H L 60細胞の 1細胞周
期は24時間程度 と推測 さ れ , こ の 値 は Brd U-L ト1 と Brd U-
LI･ 2 と か ら求 め た Tpot と よく相関 し た (図3). な お , 臨床
検体であ る白血病細胞 に お い て も, Brd U/D N A 二重染色の 染
色性 は H L60細胞同様 に良好 であ っ た .
Ⅱ . 患者 背景 と臨床横体 の特徴
検査時 の 骨髄 に お け る白血 病細胞 の 比率 は26.0 % か ら9 8.5 %




































Fig. 5. Relatio n shipbetw e e nF A Bcla s siBc atio n,Ts and Tpotof
B M le uke mic cells. ● a nd ▲ , C O mplete re missio n;○ and △ ,
n o n c o mplete re missio n.
急性白血病細胞 の 細胞周期
1 ×10ソ〃l 以上 ま で症例 ご と に様 々 で あ っ た . リ ン ホ プ レ ッ
プにて 分離 した 後の 検体の 白血 病細胞 の 比率 は末梢血 中お よ び
骨髄液中ともに90 %以上 で あり, トリ バ ン プ ル ー を用 い た生 存
度 は い ずれ も9 5 %以 上 で あ っ た . ま た 血清中乳酸脱水素酵素
Oa ctate dehydr oge n as e, L D H) 値は正常域 にあるもは 2例だけ
で あり , 正常値上限 の40倍以 上 を示す症例もみ ら れ た(表1).
Ⅱ . 末梢 血 中白血病細胞 と骨髄液中白血病細胞の細胞周期 パ
ラメ ー タ ー の 比較
末梢血液中 と骨髄液中の 両者で 同時 に Brd U-LIを測定 できた
15例に つ い て各種の 細胞増殖の パ ラ メ ー タ ー を比較 し た . 末梢
血 中お よ び骨髄液中で の Brd U-LI･ 1 の 平均値±標準偏差 区 ±
S D) はそ れ ぞれ2.33±2.63 % と4.41 ±3.03 %で あり , 両群 間に は
危険率5 %未満で統計学的有意差を認 め た (ウ イ ル コ ク ソ ン 符
号付順位和検定). ま た , Brd U-L ト 2 はそれ ぞ れ3.66±5.73 %
と8.29±5.69 % であり, 統計学的有意差を認め た . Tpot はそ れ
ぞれ3110士7840時間, 14 7士1 50時間であり統計学的有意差 を認
め た が, Ts は それ ぞれ53.1±124時間と6.00士8.65時 間であり有
意な差を認めなか っ た (表3).
白血 病細胞 の各細胞周期の パ ラ メ ー タ ー に つ い て , 末梢血 中
お よ び骨髄液中と で相関の 有無を検討 した と こ ろ, Brd U-LI･ 1














C R N C R
E 批ct
Fig･ 6･ Relatio n ship betw e e nthe effe ct of nrst indu ctio n
Chem othe rapy a nd Ts of B M le uke mic c ellsin patie nts wi th
A N L LM 2･ ト ー ●- → ,豆±S D･
*
p<0･05,byM an n-W hitn eyU te st.
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位相関係数 の 検定, Spe a r m a n
,
s r a nk c o rr elatio n) が , Brd U-
LI･ 2, Ts お よ び Tpot に つ い て は 末梢血中と骨髄液中と の 間
に相関関係は み ら れ なか っ た .
Ⅳ . A N L L の F A 五分類 と各細胞周期 パ ラ メ ー タ ー との 関係
未治療 A N LL 20例 に つ い て F A B分類の 適い によ る各種細胞
周期 パ ラ メ ー タ ー の 分布の 特徴 に つ い て検討 した が , m B分
類 と細胞周期 パ ラ メ ー タ ー と の 間に 一 定の 関係 ほ認 め なか っ た
(図4, 5). また 末梢血 中白血病細胞数, 骨髄液中 に占め る白
血 病細胞 の 割合お よび Ⅰ♪ R の 三者 と, 各種細胞周期 パ ラ メ ー タ
ー と の 相関を検討 した が統計学的に有意なもの は認めなか っ た .
Ⅴ . A N I⊥ M 2 に お け る寛解導入療法の成績と各種細胞周期
パ ラ メ ー タ ー との 関係
JA I5 G A M し92 プロ ト コ ー ル に 従 っ て 初回寵解導入療法を受
け た中で最も症例数が多か っ た の は A N L L M 2 で 9例 で あ っ
た . この 9例 に つ い て 治療効果 と各種細胞周期 パ ラ メ ー タ ー に
つ い て 検 討 し た . 寛解 導 入 療法 に より完全寛解 (c o mplete
r e missio n, C R)を得 た症例 は , Ts およ び Tpot が マ イ ナ ス 値を
示す例と , Ts お よ び Tpot が 中央値 (m edian) よ り小 さな値を
示す例 に認め た . 初回寛解導人療法に より C R とな っ た症例と,
非寛解例(n o n c o mplete re mis sio n, N C R)の Ts の 富 士S D はそ
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Fig･ 9･ Ov e r allsu rvival cu rv e S Of de n o ve o A N L Lpatie nts
tre ated byJjuJSG proto c ol a c c ording to Tわot. The cu rv e S
W e r e C alc ulated a c co rding to the Kapla n-M eie r a ctu a rial
m ethod･ 一 - ･ -･ - ,Tbot≦Media n;-･--0 - ,¶)Ot> Media n.
い て は - 98･40士235.44時間と180.22 ±77.65時間で あり, 両 パ ラ
メ ー タ ー とも両群間に危険率 5 %未満で統計学的有意差を認め
た (マ ン ー ホ イ ッ ト ニ 検定) (図6 , 7). しか し Brd U-u ･ 1,
Brd U-LI･ 2, 末梢 血 中白血病細胞数, 骨髄液中に占め る白血 病
細胞の 割合お よ び L DH 備 には , C R群と N C R群 と の 間 に有意
な差を認めなか っ た .
Ⅵ ･ A N IL患者 の無病生存率お よ び全生存率と Tbotの 関係
未治療 A N LL でJA u G A M し92 プロ ト コ ー ル に従 っ て 寛解
導 入療法 と地 固 め 療法を 受け た1 2例 を , Tpot の中 央値
(m edia n) で 2群 に 分けて カ プ ラ ン h マ イ ヤ ー 法で D F S お よ び
O A Sの 解析を行 っ た . D FS, O A S ともに Tpot の 中央値 より短
い 群で 長い 傾向を認め たが , 観察期間が短い た め 統計学的有意
差は み ら れ なか っ た (図8 , 9).
考 察
腫瘍細胞 の 最大 の 特徴 は異常増殖にあり, そ の 増殖動態 は組
織学的悪性度, 治療効果および予後と密接 に関係する と され て
い る･ 白血病 にお い て もその 増殖動態 は, 治療計画を決定す る
上 で 患者 の 年齢 , 全身状態, 白血 病の 病乳 白血病細胞 の 比率
な どと と も に極 め て 重要な要素 の 一 つ と な っ て い る . 増殖動態
の解析結果を臨床応用す る ため に は , 解析 が 迅速 か つ 正確に行
わ れ なけれ ば なら ない . こ れ まで 3H-Td Rを利用 して 細胞 の 増
殖動態の 解析 が行 わ れ て きた が 2), こ の 方法 で は 解析 に長時間
を要する上 に , 放射性同位元素を用い る た め様々 な制約 があり,
臨床 に 応用する こ と は 困難 であ っ た . しか し, 3H⊥T d R に代り
Brd U と その M oA b が用い られ る よう に なり3)4), 増殖動態 の 解
析 が迅速 に行 わ れ る よ う にな っ た . こ れ まで の Brd Uを用い た
研究 で は, 主 に Brd U を生体内 に直接投与 し て Brd U-LIを求め
て増殖動態 の 解析を試み て い る 鞘 8)3 0卜 33). しか し, この 方 法で
Ts お よ び
′
柑 ot を求め よう とす る と頻回の検体採取が必要とな
るた め に患者の負担 が大きく , 臨床上 は 不可能であ る. さ ら に ,
Brd U は正常細胞 の D N A に取り込ま れ て こ れ に 影響を与え,
突然変異を誘発す る作用 があ る と され て おり34) , 直接生体内に
投与する こ と に は慎重であ らね ば な ら ない . 山 方 , 生 体外 で の
標識で あれ ば ～ 度 の 採取 で必要な検体 が得 られ , Brd U に よ る
副作用を考慮す る必要もない . 本研究 で は , 患 者の 負担を少 な
くし, か つ 多く の 細胞増殖動態の パ ラ メ ー タ ー を得 る こ とを目
的に , Brd U とその MoA bを用 い て生体外 で の 解析を試み た.
ヒ ト白血病細胞 の 増殖動態 の 解析 に先立ち, 生 体外 で の 解析
法 の 確立 の た め の 基礎的検討 と し て , 株 化白 血 病細胞 で ある
HIJ60細胞を用い て , BrdU の 標識率 とと も に D N A量の 解析を
行 っ た ･ Brd Uを用 い た30分間の パ ル ス ラ ベ リ ン グで 得 た標識
率 と , Brd U と ともに 3 時間培養 して 得 た標識率か ら, こ れ ま
で の 報告1 7)の よ う に , 細 胞周期 の 解析 が 可 能 で ある こ と が確 か
め られ た. した が っ て , 臨床検体 でも同様に標識す る こ と に よ
り, 細胞周期 の 解析を試み る こ と と した . しか し, 今 回の 培養
条件 は, H L60細胞 に は 至適 し て い る が , す べ て の ヒ ト白血 病
細胞 に適 して い る と は考えにくく , 今 回の 実験 でも Brd U_u ･ 1
に 比 べ Brd U-L ･ 2 の 方 が小 さ い 値を示 し, Ts お よ び Tpotが マ
イ ナ ス 値 を示 し た症例 が認め られ た. 血 液系の 腫瘍細胞の 増殖
に は F B Sや RP M I培地1640の 成分に 加え, 顆粒球 コ ロ ニ ー 刺
激因子(gr an ulo cyte c olo ny-Stim ulatingfa cto r) な どの 様 々 な サ
イ トカ イ ン や 細胞増殖因子が必要であ る と考えら れ , 今後よ り
適 した培養条件を検討す る必要があ ろう.
末梢血 中の 白血 病細胞 の 細胞周期を解析す る こ と に よ り増殖
能が推定可 能であれ ば, 患 者に 骨髄穿刺の 負担を強 い る こ と な
く検討でき る ･ そ こ で , 本研究で は, 末梢血 中の 白血柄細胞 と ,
病変 の 主座 で ある 骨髄中 の 白血 病糸耶包の 間 に差異が ある か 否か
を知 る ため に, 両者を比較 し た . そ の 結 果, 末梢血 中 に比 べ て
骨髄中 の 白血 病細胞で は Brd U-LI･ 1, Brd U-LI･ 2 とも に有意
に高く , Tpot も有意に低値を示 し, 骨髄液中の 細胞 の 方が 増
殖が盛 んで あ る こ と を示す結果 が得 ら れ た . Vidriale s ら3 5)は末
梢血中と骨髄液中の 白血 病細胞 とで は , 骨髄 液中の 白血 病細胞
の 方が S 期 に ある細胞の 割合 は有意 に高い が , 両者 の S 期細胞
の 割合に は 強 い 相関がある と 報告 して い る. しか し, 彼 らの 報
告で は , 末梢血中と骨髄液中の 白血 病細胞 を同 一 例 に つ き同時
に は 測定 して い な い た め に, 正確 に解析 さ れ た と は い え な い .
Gu er ci ら
36)は 同 ～ 例 に つ き末梢血中 と骨髄液中の 白血病細胞を
同時に解析 し, 骨髄液中 の白血痛細胞 の S十G 2/M 期細胞 の 占
め.る割合 と末梢血中の そ れ と は 強い 相関関係があ っ た と報告 し
て い る . しか し彼 らの 報告で は検体採取時の み の S+G 2/M 期
細胞の割合 に つ い て検討 して い る だ けで , 恥 や 恥 ot など の 細
急性白血病細胞 の 細胞周期
胞周期の パ ラ メ ー タ
ー に つ い て は検討 さ れ て お ら ず, 末梢血 中
と骨髄液中の 細胞の 増殖動態の 相関を正確 に検討 して い る と は
言え な い . 本研 究で は , Brd U-LI･ 1 に つ い て は 末梢 血中 と骨
髄液中の 間 で こ れ ま で の 報 告 と 同様 に相関関係を認 め たも の
の
,
Brd U-LI･ 2, Ts お よ び TわOt に つ い て は相関関係は み ら れ
ず, 末梢血 中か ら 得 ら れた 検体の 細胞増殖動態は病変の 主座 で
あ る骨髄 で の 細胞増殖動態を反映 して い る と は い えなか っ た .
以 上 の こ と より , 白血病細胞 の 増殖能の 評価 には Brd Uの パ ル
ス ラ ベ リ ン グに より S 期細胞の 割合を求め るだ けで は 不充分 で
あり, Ts や ¶) Ot を含め た 評価 が必要であ ると 考えら れ た . ま
た, 末梢血中と骨髄液中とで は 腫瘍細胞 の 増殖動態 が異 な る た
め に, 臨床検体 を利用 した 薬物感受性など , 細胞 周期 に関連 し
た解析を行う際に は , 疾患の 玉座と な る骨髄 か ら採取 した検体
を用い る必要があ る と考え られ た.
こ の よう に , 骨髄 液中の 白血 病細胞 の 増殖能 が末梢 血中 の そ
れ より高い 理由と して は, 骨髄微小環境が末梢血中に比 べ て 細
胞増殖に適 して い る こと , 末梢血 中 と骨髄中 とで は細胞自体が
持 つ 増殖能が異な っ て い る こ と が考え られ る . 今 回, 末梢血 と
骨髄液と か ら 得た検体は , と も に共通の 条件下 で 培養を行 っ て
い る の で , 微′ト環境 に よ る 差は 考え にくく, 末梢血 中 と骨髄中
と で ほ 白血 痛細胞自体の 持 つ 増殖能が異な っ てい るも の と推定
さ れ る . 白血 病細胞自体の 有する増殖機構の 山 つ と し て, 顆粒
球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因子 (gr a n ulo cyte-
m a cr ophage c olo ny- Stim ulatingfa cto r) お よ び イ ン タ ー ロ イ キ
ン rlj9 (inte rle ukin -1β, Iし1β) の 自己分泌 つ まり オ ー トク ライ
ン (auto c rin e) 機構が 存在する と され て い る37) . 末梢血中の 白 血
病細胞 と骨髄中の そ れ と で は , 細胞 増殖 に関わ るサ イ トカ イ ン
の 自 己分泌能 お よ び こ れ の レ セ プ タ ー 発現が 異な る ため に, 生
体外 の 培養でも両者 の 増殖能に差 が で る の で は ない か と 推定さ
れ る. こ れ らの 点 に つ い て は 今後の 検討が必要である .
急性白血 病 の 病型 に よ る増殖能 の 差異 を検討す るた め に, 末
治療 の A N LL につ い て の み , 日 常繁用 さ れ て い る F A B分類 に
従 っ て各細胞周期 の パ ラ メ ー タ ー を 比較 し た . Ra z aらこ勅 は ,
A N LL M 3 は他 の A N LL に比 べ て 細胞周期が長い と 報告 して い
る, また Vidriales ら:i5)は A N LL M 4 お よ び M 5 で は増殖能の 高
い 例が多い と報告 し て い るが , 本研究 で は 各病型の 症例数が少
ない こ と もある が , ･-一 定の 傾向は認 め られ な か っ た .
JAl.S G A M I:92 プロ ト コ ー ル に 従 っ て 治癒を受け た 末治療 の
A N LL M 2 につ い て 細胞闇期 の各パ ラ メ ー タ ー を比較 した と こ
ろ, 初回寛解導 入療法 で C R が得 ら れ た の は , Ts お よ び Tpot
が マ イ ナ ス 値を取 る症例, す な わち今回の 培養条件 卜で 増殖 が
み られ な か っ た 症例, も しく は Ts お よ び Tpotが 中央値より低
値をと る症例, す な わち増殖が盛 ん で あ っ た 症例 で あ っ た . こ
の うち増殖能が み られ なか っ た 全症例で C R が得ら れ た の は予
想外 であ っ た . こ の 理 由 と して 骨髄支持細胞 か ら分泌 さ れ る
Ⅰし1β を は じめ とす る種 々 の サ イ ト カイ ン の 影響が 考え ら れ る
〔パ ラ ク ラ イ ン (par a c rin e) 機構〕. 白血 病細胞の 増殖 は , こ れ
らの サ イト カイ ン に より コ ン ト ロ ー ル さ れ て い る と考えら れ て
い るが
37)
, 生 体外培養 で は こ れ ら の サ イ ト カイ ン の コ ン ト ロ ー
ル が なくなる た め に, 骨髄で よ り強く影響を受けて増殖 し て い
た白血病細胞 ほ ど 一 層 強く増殖 が抑制 さ れ , 敬 お よ び 恥Ot が
マ イ ナ ス 債 を 示 し た の で は ない か と推定 さ れ る . した が っ て ,
生体外 と生体内で の 増殖能 に差があ っ た もの と考えら れ , この
こと が 治療成績 に影響 した もの と思わ れ る . 一 方 , 増殖能が 高
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い 症例 で C R が得ら れ た の は, 細胞 回転が早い た め にサ イ ト シ
ン ･ ア ラ ピノ シ ド(cyto sin e a rabin o side) などの 細胞周期 に特異
的に作用する抗腫瘍剤が効率 よく白血病細胞 に取り込まれ たた
め と考え られ る.
I. ac o mbe ら
:i9】は , 生体外で Brd U により A NL L細胞 を標識 し,
S 期に ある 白血病細胞の 割合で 2 つ の 群に 分けて治療効果 を検
討 して い る. 第 一 群は S 期細胞 の 割合が 3 %未満の 増殖能が低
い と考え ら れ る群で , こ の 群で は 治療抵抗性 の 症例が多か っ た
と報告 L てい る. 第二群 は S 期棚胞 の 割合が 3 % 以 上の 値を示
す A N L Lで , こ の 群 の 中で は , 増殖 能の 比較的低 い 方が C R を
得 や すか っ た と幸田賢し て い る . 今回 の 症例 で み る と , Ts お よ
び Tpot の値 か ら増殖能が低 い と考えら れ る症例 で は C R が得
ら れ な か っ た . Ra za ら
刑
お よ び Hu nte r ら相 は , 増殖能の 低い
症例 ほ ど C R を得 やすい と して い る . ま た, I.6w e nberg ら
^2)も,
:一
H. T d Rを 用 い て 白 血 病細胞 の 自然発育能 (spo nta n e o u s
prolifer atio n activity) を検討し た と こ ろ , 増殖能が 高い もの ほ
ど C R が得 に く い と し て い る . -→ 方 , Ric c ardi ら2 8)お よ び
Gio rdan oら
:':1)は増 殖能が高い 例 で C Rを得や す い と報告して い
る. さ ら に, Vidriale s ら
:15)お よ び Preisle rら4:一)は S 期細胞の 割
合 は寛解導入療法 に対する反応性 を決定する因子 として重要で
は ない と 論 じ てい る. こ の よう に こ れ まで の 報告では , 白血 病
細胞の 増殖能 と治療効果と の 関係 に つ い て は 一 定 の 見解が 得ら
れ て い な い . こ れ は, 細胞の 増 殖能が こ れ まで主 に S 期 にある
細胞の 割合の み で 検討さ れ て きた た め で あり , 今 回の 実験でも
明 らか なよ う に, S 期 にあ る細胞 の 割合が必ず しも細胞の 増殖
能を反映 して い な い こ と に起関す る と考え ら れ る . 今後, 白血
病細胞 の 増殖能と治療効果お よ び 予後を検討す る に 当 た っ て
は , S 期細胞 の 割合の み な ら ず , Ts お よ び Tpot に 加えて G O
期お よ び D N A量は S 期 に相当 し なが らもD N A合成を行 っ て
い な い 細胞(SOc ell)
2!りの 割 合な どに つ い て も考慮する必要があ
る と 考え ら れ る .
寛解持続期間お よ び 牛存期間 と細胞周期と の 関係に つ い ても
こ れ まで に様 々 な報苫が な され て は い る が , 一 定の 見解 は得 ら
れ て い な い
28) ココ) 即 … )'1) 伸 14〉
. C Rの 維持 に 関ノj･す る 因子 と し て は,
治療 後に 残存 して い る∩血 病細胞の 貰お よ び そ の 増 殖能, さ ら
に増殖相にある細胞 の 割合 な どと と も に, 病型, 染色体異常の
有無 お よ び 椎煩, 地 同め 塘法の 効果な どの 様 々 な 要素が閲り･ し
て い る と 考えら れ て い る . しか し, 再発が 残存l
′
l血病細胞の 再
増殖 に よ る もの で あ る こ と か ら, C Rの 維持 に は細胞周期が探
く関わ っ て い る と 考え られ る . 今 剛台療前の 白血病細胞 の 増殖
能 が予後 に及ぼす影響を検討す る た め , Tpot の 中 央値で~二群
に分けて生 存曲線 を カ プラ ンー マ イヤ ー 法で検討 し た. ロ グー
ラ ン ク検定 で は 二 群間 に 統計的な有意差を認 めなか っ た が ,
Tpotが 中央値より短 い 群で D FSお よ び O A S ともに 良好な傾向
が窺 われ た. こ の 結果 は A NLL M2 に お け る C Rの 得や すさ の
条件 と 一 致 し て い る , つ まり, 白血 病細胞 の 増殖能の 高 い 例 で
は, 抗白血 病剤が効率よく細胞内に取り込ま れる た め に , より
多く の 白血 病細胞が除去さ れ, 残存白瓜 痛細胞 の よ り少な い 良
好な C R が得 ら れ, した が っ て 長期生 存 が得 ら れる と 考えら れ
る
.
本研究の 結果か ら , 患者 に負担 と な らな い 一 回の 骨髄穿刺で
得 られ た検体を, 生体外で処理す る こと に より, よ り正確 に白
血病細胞の 細胞回転状態が解析 でき, 増殖能の推定が可能であ
る こ とが 明 らか と な っ た . 今後急性白血病の 新 しい 治療法 の 開
22
発 に役立 つ も の と考えら れ る .
結 論
白血 病細胞 の 細胞増殖動態を解析する た め に , ビリ ミ ジ ン の
同族体であ る BrdU を生 体外 で白血病細胞 に取り込ませ , その
M ｡Ab と PIを用 い て , F C M法に より検討 した･ 細胞増殖動態
の 指標 と し て , Brd U-LI, Ts お よ び Tpot の3 つ を選 び , こ れ
らの 計測お よ び 算定 によ り, 以下の 結 果を得 た ･
1 . Brd U_u の 測定 の た め に, 末梢血 お よ び骨髄より採取 し
た 白血病細胞 を Brd Uの 最終膿度が 10m m ol/1 と な る よう に調
整 した10 % F B S加 Ⅳ M I培地1640中に 浮遊 させ , 30分 お よ び
3 時間 Brd Uの 取 り込 みを行っ た . こ れ を蛍光 イ ソ ナ オ シア ネ
ー ト標識抗 Brd U抗体と PI に より 二重染色し, F C M に よっ て
ヒ ス ト グ ラ ムを作成 した . こ の 方法 に より , 細胞 周期各相を明
瞭に区別できた . ま た D N A量 は S 期と 同等なが ら Brd U によ
り標識されな い 細胞(S Oc ells)の 区別も容易で あ っ た ･
2 . 末梢 血 液と 骨髄液 の 両者か ら同時 に検体 の 得 ら れ た15例
で 各種の 細胞増殖パ ラ メ ー タ ー を比較 した ･ 末梢 血 中お よび骨
髄液中の Brd U-LI･ 1, Brd U-u
･ 2, Ts お よ び Tpot の 富 ±S D
は それ ぞれ2.33 ±2 月3 % と4.41±3･03 %, 3･66士5･7 3% と8･29±
5.6 9 %, 53.1 ±124時間 と6.0 0 ±8.6 5時 臥 3 110士 7840時間,
147±150時間で あり, Ts を除く 3 つ の パ ラメ
ー タ ー に有 意な
差を認め , 骨髄液申 の 自血嫡細胞 で増殖 が盛 ん で ある こ とが 確
認 さ れ た . ま た , 末梢 血 液 中と骨髄液中の 細胞 と の 間 で は
Brd U_u ･ 1 に は相 関関係 を認 め る もの の , Brd U-LI･ 2, Ts お
よ び 恥 Ot には相関関係は み られ ず, 白血病細胞 の 増殖動繋を
把揺する には 病変 の 主産で ある骨髄か ら の 検体採取 が不可欠で
あ る ことが 明 らか と な っ た .
3 . 未治療 A N L L M 2の 患者で JAl.S G A M し92 プロ トコ ー ル
を用 い た初回寛解導 入療法 に より C R と なっ た症例 と , NC R例
の Ts お よ び Tpot の 盲 ±S Dは , それ ぞ れ
- 5･3 9±8･41時間と
9.42 ±10.01時間, - 98.40土235.44時 間と180.22±77･6 5時間で あ
り, 両パ ラ メ ー タ ー と も に両群間に有意 な差を認 め た ･ つ まり,
生 体外で 増殖能を示 さなか っ た例 と , 高い 増殖能を示 し た例 で
C R が得ら れ た .
4 . 来泊療 A N L でJAIJS G A M L 9 2プ ロ ト コ
ー ル に 従 っ て
寛解導入療法 と地固め療法 を受けた12例を 恥 ot の中央値 で 2
群 に分けて カ プラ ンーマ イヤ ー 法で DF S お よ び O A Sの 解析 を
行う と, D FS, O A S とも に Tpot が 中央値より短い 群 で長 い 傾
向 を認 め た . こ れ は , こ の 群で 残存白血病細胞の 少ない 良質な
C R が得 られ た ため と考えられ た.
以上の こ と より , 急性白血 病に お ける細胞増殖動態 の 解析 に
は
, 骨髄液 か ら得 ら れ た検体を便用すべ きと考え られ た ･ ま た
細胞 の 増殖動態 は Brd U-u で 求め ら れ る S 期細胞 の 割合 の み で
は 把握できず , Ts お よ び Tpot を算出す る こ と が必要 であり ,
さ ら に こ れ らの パ ラメ ー タ
ー を用 い る こ と に より , 疾患 の 治療
効果およ び 予後を より正確に予想 し得る 可能性 が示 さ れ た ･
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Abstra ct
In orde rt o cla r坤 thepos sibility ofa nalyzingin vitro ce1 cyclekinetics ofa c uteleukemic c ellsin pe riphe r al bloods(P B)
and bon e m arrO W S(BM), u Singbro m odeoxyuri dine(BrdU)a nd its m o n oclonalantibody by flow cytom etry, the Brd U-1abeling
index(Brd U- LI),thedu r ation of DN Asynthetic pha se(Ts)andthepotential doublingtim e(Tpot)w e r e c alc ulated. Le uke mic
Cells obtain edfrom P Ba nd/o rB M of each oftw enty fivepatie nts w e r elabeled in a conditio n ed m ediu m co n sistlng Of
l OFL mOl/1 Brd U･ One s ample w aslabeled for 30 minute s(Brd U labelinginde x ･ l, Brd U- LI･ 1) and the other s a mple fo r
180 min ut es(Brd U- LI ･ 2)･ T he c ells we r elabeled by dir e ctim m un olabeling u sing nuores cein isothiocyana te(FI TC)
COIt]ugated a nti
- Brd U m o u seIgG, and c o u nte rst ain ed by propidiu miodide. Biv a riat ed distributio n of Brd Ua nd D N Ac o nte nt
W e reSimulta n eou sly dete r mined by flo w cyto m etry･ T hele ngth of Ts and Tpotw asLeStim a ted bythe r egression line obtain ed
by plottl ng ea Ch of both;Valuesofthe Brd U, LI･ l a nd Brd U- LI･ 2, Bothra te s of Brd U- LI･ 1 a nd Brd U- LI･ 2 0fleukemic
Cellsin B M werehigher a ndthe duration of Tpotin B M w a s sho rte rthanin P B in fifteen A N L Lpatie ntsin who mle uke mic
Cells w e r e obtainedsim ultan e o usly 丘
■
Om P Ba nd BM ･ Brd U- L I･ 1 in B Mw a sonly correlatedtoe a ch oftheparam etersin P B.
In nin epatients with acutenon -1ymphocyticleukemia(A NLL) with difftre niatio n(M 2)tre ated with Japan A dult Leukemia
Study Gro up(JALS G)A M L-92 prot ocol, the valu e s of Ts a nd Tpotin patie nts who a chie v edco mpleteremissio n(C R)w ere
Slgnificantlylo wer than thos ein patients who didn ot achieve CR･ Conce r n l ng the relatio nship betwe en Tpot and the
Chem otherap yefect,t W elv epatie nts, Who had A N L Ltr eated with J A L S G A M L-9 2proto col,in who mTpot of leukemic c ells
W a Sbelo w m edian, had lo nge r re missio ndura tion a nd o v e ralls u r vival tim etha npatients above median, although the
diffbre n ce w a sno t statistically slgniBc ant･ T he pre s e nt study de mon str ated that thele uke mic c ells obtained 丘
･
Om the B Mof
Patients had signific a ntly gre a ter pr olife rative a c tiv lty tha ntho se from the P B･ Fro mthe s e r e s ults, itis s ug gest ed that
C alc ulating not o nlytheproportion of Sphase c e11sbutalso Ts a nd Tpotis ess ential fo r a n alyz lngthe c ellproliferative ac tivlty
Pr e Cisely･ BrdU- L I･ 1indica tlng the proportion of Sphase ce11s w a s a nin adequ ate m e a s u r eto e stim ate the ac c ur ate
PrOliferativ e a c tiv lty Ofle ukemic c ells and Ts a nd Tpotshould be calc ulated sim ulta n e o u sly･ C he m othe r ap yeffe ct a nd
PrOgn OSisin A N L La repredictable by a nalyzl ng Cellcycle para m ete rSin vitro.
